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The following information is taken from the documents submitted by the applicant 



(54) Sample plate for use in dialysis systems 

(57) The problem was to dialyze simultaneously a plurality of microsamples in the \xL 

range in a manner that is essentially uniform, easily handled, and of as low expenditure as 
possible, whereby this dialysis is to be carried out under the requirements of modern 
screening and analysis methods with high sample throughput in a rapid and, if need be, in a 
manner that can be automated. 

The dialysis should also permit a sufficiently high recovery of small volumes for 
secondary procedures when the sample throughput is high. 

In accordance with the invention, the sample plate (3) contains a plurality of 
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identical sample containers (5), which are arranged in a grid (n x 8 x 12) that is in itself 
known and which are suitable for the liquid handling technique of microplate technology, 
the top ends of which are open and the bottom ends of which are closed by membranes (7) 
lying in a plane. In the grid region of the sample containers (5), the sample plate (3) does 
not have any regions or elements that protrude beyond the plane of the membranes (7) and 
that form or promote gas barriers in the dialysis liquid (2) during proper use. 

In the edge region, the sample plate (3) has elements allowing the escape of air after 
immersion in the dialysis liquid. 

The invention can find application in a diverse variety of dialysis systems, including 
those in which, for analytical purposes, especially a large number of microbes 1 must be 
separated from their low molecular weight constituents that interfere with the analysis. 
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a) Sectional plane AA: 

b) Plan view: 



1 [sic] [Translator's Note: Probably a misprint for "microsamples".] 
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Description 

[0001] The invention concerns a sample plate with sample containers for receiving 

liquids for a dialysis separation by way of at least one semipermeable membrane and a dialysis 
liquid. Such a sample plate can find application anywhere where, for analytical purposes, 
especially a large number of microsamples, whose macromolecular components are to be 
investigated and must be separated from their low molecular weight constituents that interfere 
with the analysis in a manner that is of as low expenditure, as efficient, and as easily handled as 
possible. Moreover, it is employed advantageously to concentrate macromolecule-containing 
microsamples rapidly, gently, and without great losses. A further field of application is the 
rebuffering of samples, particularly in the field of DNA processing, for the investigation of 
proteins and for sequentially occurring enzymatic reactions. 

[0002] In recent years, highly parallel screening procedures (high throughput screening 

= HTS and ultra high throughput screening = UHTS) with extremely high analysis frequencies 
have found entry into analysis, this being triggered particularly by the efforts of the 
pharmaceutical industry to obtain "targets" for the development of new pharmaceuticals. 
Proteome analysis, which is developing exceptionally rapidly at present, also requires very high 
sample throughputs for the characterization of the plurality of proteins of a proteome with the 
biological modifications thereof, as well as for various states, such as, for example, healthy and 
diseased states. In addition, for many fields of application in biochemical and biotechnological 
research, high throughput analysis - for example, for the characterization of enzymes by way of 
their activity, for the characterization of analytical and preparative chromatographic separations, 
for large-scale renaturation of protein samples, and for the characterization of nucleic acids - is 
becoming an indispensable tool. 

[0003] These high throughput procedures have led to the development of special 

analytical procedures and, in ancillary fields, to adaptable auxiliary techniques, which are 
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grouped around the microtiter plate grid of 8 x 12 analysis positions per base area of the plate of 
approximately 12.6 cm x 8.5 cm. To be observed at present is a trend toward further compaction 
of the analysis positions on the same base area of n x 8 x 12 for n = 4, n = 16, and even more 
densely occupied analysis plates. 

[0004] It is very common for macromolecular substances, such as DNA and fragments 

thereof, proteins, and peptides, glycoproteins, and synthetic macromolecules as well as 
combinations of the substances listed, to be of interest. 

[0005] Two additional new analytical procedures, MALDI-MS = matrix assisted laser 

desorption ionization mass spectrometry and ESI-MS = electrospray ionization mass 
spectrometry were developed only a few years ago and have proven to be indispensable 
procedures for HTS/ UHTS and for proteome analysis, particularly in combination here with 
protease digestion methods. All in all, a strong trend toward miniaturization of the analytical 
procedures is evident. Many of the procedures used for high throughput screening require a 
special preliminary sample preparation with high requirements. Such requirements are: 

1 . The samples should have only a low salt or detergent concentration or they must be 
present in a defined ionic milieu. 

2. The samples, which are present in the |oL volume range, must be handled in a highly 
parallel manner in order to guarantee the requisite frequency of analysis. The treatment 
must take place for all samples under standardized conditions in a uniform manner. 

3. The recovery must be sufficiently high for these microsamples in the process of 
sample preparation. 

4. Samples from biological material often must be gently concentrated prior to the 
analysis in order to attain the requisite target concentration. 
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[0006] In order to remove low molecular weight substances, to transfer samples into a 

defined milieu, and to concentrate macromolecular substances, the dialysis procedure using 
semipermeable membranes has proven useful. Thus, there are a large number of suppliers of 
dialysis procedures, which, for example, are compiled in the Internet under the address 
http://biosupplynet.com. 

[0007] The main efforts of companies and inventors to improve the dialysis technique 

are directed in essence at overcoming problems in the practical handling of the technique, such 
as, for example, mixing problems, recovery problems for macromolecules, problems with the 
speed of the dialysis process, and problems that arise in connection with small volumes (jxL 
range). 

[0008] For MALDI and ESI-MS procedures, mostly a removal of salts, detergents, and 

other contaminating substances is necessary according to the known prior art. 

[0009] Possibilities to improve in itself the quality of the essential mixing of a dialysis 

solution are described in US 5,183,564 and in US 6,176,609. The latter document refers to a 

general procedure for mixing in a number of containers. In order to take into account the general 

trend toward miniaturization, a number of solutions have been proposed. Mentioned in 

US 6,039,871 are thus apparatuses that are intended as disposable materials and that provide for 

the dialysis of 10 - 100 jiL samples in special containers that stick together. Presented in 

US 5,733,442 is a closed microdialysis system with microchambers that can screw together and 

that have two dialysis membranes and a special stirring device. 

[0010] The problem of recovery of small analysis volumes is addressed by the 

introduction of a special collecting chamber in US 6,217,772. In the documents US 5,783,075 
and US 5,503,741, a proposal for floating dialysis in specially configured vessels is put forward. 
For floating dialysis, there are also products of the PGC companies, the Daigger company, and 
the Pierce company with the widespread slide dialysis system. 
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[0011] In order to increase the speed of dialysis taking into special consideration the 

ESI-MS technique, a capillary dialysis system is proposed in US 5,954,959. For the dialysis of a 
plurality of samples, there are proposals in US 4,450,076, in which the dialysis containers are 
arranged around a central axis and are moved by rotation. Products from PGC scientific also 
provide for equilibrium dialysis chambers arranged around a central axis, these chambers being 
sealed with Teflon-coated screws. Offered by Pierce is a microdialysis system for 
12 x20- 100 volumes. 

[0012] However, the proposed solutions are not suitable for the requirements of high 

throughputs, such as those required for HTS, UHTS and for proteome analysis, because they are 
either 

1 . not adaptably designed for the highly parallel microplate technology, particularly for 
the corresponding liquid handling technique; 

2. do not permit a dialysis of large sample numbers in the jjL volume range that takes 
place simultaneously and in a manner that is essentially uniform for all samples; 

3. do not permit adequately high recovery of these small volumes for secondary 
analytical procedures; 

4. do not provide for a suitably high speed of dialysis; 

5. necessitate impracticably high volumes of the dialysis liquid; or 

6. are impractical in routine operation with a high throughput owing to their complicated 
method of use. 

[0013] The invention is based on the problem of dialyzing simultaneously a plurality of 

microsamples in the jiL range in a manner that is essentially uniform, easily handled, and of as 
low expenditure as possible, whereby this dialysis is to be carried out under the requirements of 
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modern screening and analysis methods with high sample throughput in a rapid and, if need be, 
manner that can be automated. 

[0014] The dialysis should also permit an adequately high recovery of small volumes for 

secondary analytical procedures when the sample throughput is high. 

[0015] In accordance with the invention, the sample plate employed for this purpose 

contains a plurality of identical sample containers, which are arranged in a grid (n x 8 x 12) that 
is in itself known, and which are suitable for the liquid handling technique of microplate 
technology, the top ends of which are open and the bottom ends of which are closed by dialysis 
membranes lying in a plane. In the grid region of the sample containers, the sample plate does 
not have any regions or elements that protrude beyond (lie below) the plane of the dialysis 
membranes and that, when the sample plate is used, are immersed in the dialysis liquid, from 
which the sample containers of the sample plate are separated by the dialysis membranes, and 
there form or promote air barriers that impede the dialysis. If, however, gases due to the process 
enter into the zone of contact between dialysis liquid and sample plate, these can escape through 
ventilation elements in order to ensure, in any case, a complete contact between dialysis liquid 
and sample plate without gas barriers, such as air bubbles, etc. This interference-free contact is 
the prerequisite for a dialysis of these large sample numbers that takes place simultaneously and 
in a manner that is essentially uniform for all samples, especially in the 
|iL range. 

[0016] With these advantageous features for a proper utilization, the sample plate can be 

used universally in diversely designed, manually or automatically operated dialysis systems that 
are assigned a diverse variety of tasks, independently of whether the sample plate rests in a fixed 
position in a dialysis vessel or is arranged in a floating manner in the dialysis liquid present in the 
vessel. 
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[0017] In the simplest case, the sample plate can consist of a plate with cylindrical wells 

as sample containers with a capacity for microliter volumes. On the bottom side of the sample 
plate, the holes (sample containers) are each closed either by a common dialysis membrane or by 
individual dialysis membranes, which, for example, are fixed adhesively, welded, bonded, or 
sprayed to the bottom side of the plate. The dialysis membranes can also consist of several 
layers. 

[0018] A cover or an adhesive film, as a detachable closure for the upper ends of the 

sample containers, protects the sample material present in the sample containers and prevents an 
evaporation and a contamination of the small sample quantities in the microliter range. It is 
advantageous for its proper utilization when the sample plate is situated in a dialysis vessel that 
has at least one inlet and at least one outlet for the dialysis liquid and thus makes possible a 
continuous removal of the substances to be dialyzed from the dialysis liquid. The dialysis vessel 
can in this way be a component part of a circulating system, in which the sample plate in 
accordance with the invention contacts the dialysis liquid. In this circulating system - for 
example, in a circulation device controlled by a pump - there can be arranged ion exchangers or 
detergent-binding adsorbers that keep the concentration of the substances to be removed from the 
sample very small in the dialysis liquid and thereby increase the speed of the dialysis process as 
well as minimize the required volume of the dialysis liquid. Also possible is the use of bound 
complex-forming substances in order, for example, to remove metal ions. The sample plate in 
this process can be supported in the dialysis vessel - for example, through stand-like or foot-like 
support elements - or it is arranged in the dialysis liquid of the dialysis vessel via floating 
elements. 

[0019] In order to increase the effectiveness of the dialysis still further, it is also 

advantageous (since many dialyses - for example, of micelle-forming detergents - are only made 
possible at all in this way) when, in such a dialysis system, not only the dialysis liquid, but also 
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the sample plate is put in motion for uniform mixing together of the liquids contained in the 
sample containers - for example, by means of a shaking device. 

[0020] The invention will be explained in greater detail below on the basis of the 

embodiment examples represented in the drawing. 
[0021] Shown therein are the following: 

[0022] Fig. 1: A sample plate supported at the bottom of a dialysis vessel by feet; 

[0023] Fig, 2: Device with floating support of the sample plate on the surface of the 

dialysis liquid; 

[0024] Fig. 3: Dialysis vessel with support of the sample plate in accordance with Fig. 1 

as well as with an inlet and an outlet for the dialysis liquid; 

[0025] Fig. 4: Dialysis vessel with sample plate in a circulating system for the removal 

of interfering substances from the dialysis liquid; 

[0026] Fig. 5: Device for dialysis, in which the sample plate is mounted in a shaker for 

moving the plate; 

[0027] Fig. 6: Floating support of the sample plate (compare Fig. 2) with conical sample 

containers; 

[0028] Fig. 7: Method run for transferring the dialyzed sample material by means of 

centrifugation from the sample plate with conical sample containers into a collecting plate with 
cylindrical sample containers; 

[0029] Fig. 8: Method run in accordance with Fig. 7 with a seal between sample plate 

and collecting plate; 

[0030] Fig. 9: Dependence of the conductivity of the dialysis liquid on the dialysis time. 

[0031] Shown in Fig. 1 is a dialysis vessel 1 containing a dialysis liquid 2 situated 

therein, on the bottom of which rests, in the interior of the vessel, a sample plate 3 by means of 
supports 4. The sample plate 3 consists of a plate-shaped body with an 8 x 12 grid that is in itself 
known and is adaptable for the liquid handling technique for microplate technology and that 
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consists of cylindrically arranged wells 5 for receiving sample material 6 in the range of 
microliter volumes. 

[0032] On the bottom side of the sample plate 3 is situated a semipermeable dialysis 

membrane 7 that is fixed adhesively to the plate and is common to all sample containers and by 
means of which the sample material 6 contained in the wells 5 is in contact, in each case, with the 
dialysis liquid 2. For this purpose, the sample plate 3 rests on the supports 4 in such a way that it 
is immersed, together with the dialysis membrane 7, in the dialysis liquid 2. The exchange of 
small molecules, depending on the exclusion limit, is possible via the dialysis membrane 7 owing 
to the fact that a compensation of concentration between the dialysis liquid 2 and the liquids of 
the sample material 6 occurs. The removal of the said small molecules from the sample material 
6 thus takes place through the establishment of an equilibrium between the concentrations of the 
two compartments. Large molecules are held back by the dialysis membrane 7. 
[0033] The plane of the dialysis membrane 7 virtually embodies as well the bottommost 

plane of the sample plate 3 when the latter is properly used. In this grid region of the sample 
containers (wells 5), there do not exist any zones or elements for the stabilization, strengthening, 
handling, etc., or other regions due to manufacture that, from the sample plate 3, protrude beyond 
the plane of the dialysis membrane 7, contact the dialysis liquid 2, or are immersed in the latter or 
else are able to form or promote air barriers that interfere with the uniform procedure of the 
dialysis process. 

[0034] By means of a magnetic stirrer 8, which is in itself known, on the bottom of the 

dialysis vessel 1, the dialysis liquid 2 is kept in motion in order to maintain a concentration 
gradient at the dialysis membrane 7 that is as small as possible and to accelerate the dialysis. An 
adhesive film 9, as a detachable closure of the top ends of the sample containers (wells 5), 
protects the sample material 6 situated in these and prevents an evaporation and a contamination 
of the small sample volumes. 
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[0035] Shown in Fig. 2 is a design that is similar to the embodiment example according 

to Fig. 1, with the difference that the sample plate 3 does not rest in place (as in Fig. 1) on the 
bottom of the dialysis vessel 1 by way of foot-like or stand-like support elements 4, but rather is 
supported by way of a frame-shaped floating element 10 directly on the surface of the dialysis 
liquid 2, so that the dialysis membrane 7 lies on this surface. This holder is independent of the 
level of the dialysis liquid 2 in the dialysis vessel 1. In addition, the sample plate 3 has 
ventilation holes 11, which allow the gases that have collected beneath the sample plate 3 to 
escape and thus ensure a complete contact of the dialysis membrane 7 with the surface of the 
dialysis liquid 2. This complete contact creates the prerequisite for a dialysis of these large 
sample numbers in the jaL range that takes place simultaneously and in a manner that is 
essentially uniform for all samples. The fact that the sample plate 3 does not have any elements 
(for example, for support or the like), at least in the grid region of the sample containers (wells 5), 
that protrude downward over the plane of the dialysis membrane 7 and are immersed in the 
dialysis liquid 2 or are able to contact the latter already establishes essential use properties for the 
proper utilization of the sample plate 3 in a dialysis system in order to prevent or at least not to 
promote air barriers in the zone of contact of the dialysis liquid 2 at the sample plate 3. If, 
nonetheless, gases due to the process arise in this zone of contact, these can, as stated, escape 
through the ventilation holes 11 upward through the sample plate 3. In place of the ventilation 
holes 11, other elements, such as beveled edges or the like would also be conceivable. For 
reasons of clarity, the ventilation holes 11 (or other ventilation elements) are not represented 
explicitly in each design figure of the drawing. 

[0036] Fig. 3 shows an apparatus for dialysis in which the sample plate 3 (as in Fig. 1) 

rests on the bottom in the interior of the dialysis vessel 1 by means of foot-like or stand-like 
support elements 4. The dialysis vessel 1 has here an inlet 12 as well as an outlet 13 for the 
dialysis liquid 2. The level (filling state) of the dialysis liquid 2 is regulated by an adjustable 
floater 14 with a floater valve 15, whereby the floater 14 is guided so as to move vertically in a 
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floater guide 16. The advantage consists in the possibility of continuously exchanging the 
dialysis liquid 2. This dispenses with the adjustment of a concentration equilibrium between the 
dialysis liquid 2 and the sample material 6, which is contained, in each case, in the sample 
containers (wells 5), the speed of dialysis is higher, and the removal of low molecular weight 
substances from the sample material 6 is fundamentally improved. 

[0037] Fig. 4 shows a device for dialysis in which the dialysis vessel 1, shown in plan 

view, with the sample plate 3 (compare Fig. 1 and Fig. 3) mounted therein as well as with the 
inlet 12 and the outlet 13, is represented as a component part of a circulating system for the flow 
of dialysis liquid 2. The exchange of the dialysis liquid 2 does not take place, as in the device 
according to Fig. 3, through an open system, but rather the dialysis liquid 2 is moved through a 
pump 17 and a filter cartridge 18 in a line 19 as circulation through the dialysis vessel 1. The 
path (direction) of the dialysis liquid 2 is indicated by arrows, whereby the black arrows 
symbolize the outlet direction of the dialysis liquid 2. When it leaves the dialysis vessel 1, the 
dialysis liquid 2 may be enriched, for example, with ions and / or detergents from the sample 
material 6. By means of one or more sorbents in the filter cartridge 18, it is possible to remove 
these constituents from the circulation. The purified dialysis liquid 2 thus returns, as indicated by 
the white arrows, to the dialysis vessel 1. Appropriately, here, the ability to use repeatedly the 
dialysis solution 2 is connected with the stated avoidance of adjusting a concentration equilibrium 
between the dialysis liquid 2 and the sample material 6, which is contained, in each case, in the 
sample containers (wells 5) and with the advantages for the dialysis that are associated therewith 
(see embodiment example in regard to Fig. 3). 

[0038] Fig. 5 shows a device for dialysis (once again in sectional front view and plan 

view), in which the sample plate 3 is neither fixed in place on the floor of the dialysis vessel 1 
(compare Fig. 1) nor arranged in a floating manner on the dialysis liquid 2 in the dialysis vessel 1 
(compare Fig. 2), but rather is supported by a support 20, which is connected through a shaker 
arm 21 with a shaker 22. Shaker 22 serves, as indicated by the white crossed arrows in Fig. 5, for 
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horizontal movement of the sample plate 3 above the surface of the dialysis liquid and it moves 
the sample plate 3 in the range of amplitude and frequency of shakers for microtiter plates that are 
in themselves known in laboratory operation. In this way, the sample material 6 situated in the 
sample containers (wells 5) of the sample plate 3 is mixed together, this [shaking] acting to 
counter the formation of concentration gradients in the sample material 6 as well as in the dialysis 
liquid 2 to which the shaking motion is imparted. In addition, the formation of secondary 
membranes, which especially hinders many dialysis processes, is prevented. 
[0039] The advantage of this device is the fact that, even when it is also combined, if 

need be, with the change of the dialysis liquid 2 or its circulation and purification, as described in 
the embodiment examples in regard to Fig. 3 and Fig. 4, it is possible to increase the speed and 
completeness of the dialysis. The combined representation with said previously described 
embodiment examples is not included separately in the drawing for reasons of clarity. In a 
further embodiment that is not shown here, the mixture of samples and dialysis liquid can take 
place as well by the insertion of an ultrasonicating mixer, which has the positive effects 
mentioned. 

[0040] Fig. 6 shows (likewise in sectional front view and plan view) a device for 

dialysis in which the sample plate 3 (as in Fig. 2) floats on the surface of the dialysis liquid 2. 
The sample plate does not have, as in the previously described examples, sample containers with 
cylindrically parallel container walls, but rather conically shaped wells 5a in the form of a 
truncated cone, each container with a larger bottom opening that is closed by the dialysis 
membrane 7 as well as a comparatively smaller top opening. These small top openings form an 
advantageous form-fitting closure (compare Fig. 7) for transfer of the sample material 6 after the 
dialysis into individual volumes (present in the same grid pattern) of other sample-collecting 
plates, particularly of the microtiter plate technology that is in itself known. Readily evident in 
the plan representation of Fig. 6 is also the adhesive film 9 above the grid arrangement of the 
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sample containers (wells 5a), which prevents an evaporation, spillage, and contamination of the 
sample material 6 situated in the wells 5a during the dialysis or else during transport. 
[0041] Fig. 7 and Fig. 8 show schematically, each in sectional representation through 

the plate, the course of such a method for transferring the dialyzed sample material by means of 
centrifugation from the sample plate 3, with conical sample containers (compare Fig. 6) into a 
collecting plate 23 with cylindrical sample containers. The collecting plate 23 is turned over and 
placed on the sample plate 3 and centrifuged together with the latter. By means of the 
centrifugation, the sample material 6 that is initially situated in the sample plate 3 is transferred 
into the collecting plate 23. Subsequently, the sample plate 3 and the collecting plate 23 are 
separated from each other once again. As the centrifuge, it is possible to employ a laboratory 
centrifuge for microtiter plates, which is in itself known. In Fig. 7, the top openings of the wells 
5 are smaller than the openings of the sample containers of the collecting plate 23 that face them, 
this ensuring the already described good form-fitting closure through the interlocking of the 
sample containers that is indicated in the drawing. In Fig. 8, by contrast, the mutually facing 
openings of the sample containers of the sample plate 3 and of the collecting plate 23 are each of 
the same size. Here, a requisite tight form-fitting closure is ensured by a seal 24 arranged 
between the sample plate 3 and the collecting plate 23. 

[0042] In the following four application examples, it is shown how different substances 

were dialyzed with the devices described. 
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[0043] A device that provides for mounting the sample plate 3 in a shaking device 

according to Fig. 5 and that is incorporated into a circulating system for the dialysis liquid 2 
according to Fig. 4 is intended for use to remove low molecular weight substances, such as 
p-nitrophenol (p-NP) and sodium chloride, from 96 samples in short dialysis times in a uniform 
and simultaneous manner. 

[0044] To this end, 100 juL of a L5 mM p-NP solution in 50 mM diethanolamine buffer 

pH = 9.8 (DEA), which additionally contains 750 mM NaCl, is pipetted into each well of the 
8x12 dialysis vessel, which is closed with a VSWP Millipore membrane (0.025 |im), and 
dialyzed against an only 1 1-fold larger volume of 1 10 mL of deionized water for 2 hours. The 
dialysis liquid 2 is circulated by use of a peristaltic pump. Integrated in the circulation is a 
deionization column (Eco Pac, 10 mL, Bio-Rad) (compare Fig, 4). During the dialysis, the 
sample plate 3, which is closed with the adhesive film 9 and is fixed in place in the holder 20 of 
the shaking device (see Fig. 5), is constantly shaken. The effectiveness of the separation of the 
low molecular weight p-nitrophenol is checked after the dialysis by comparison of the 
absorptions at 405 nm of the dialyzed samples with the absorptions of the starting solution. For 
the absorption measurement of the starting solution employed in the dialysis, the absorptions are 
read in a reader after dilution with DEA buffer solution pH = 9.8 in a microtiter plate. For 
absorption measurement of the 96 dialyzed samples, aliquots were taken from the sample plate 3 
by use of a multipipette, mixed with a 50 mM DEA buffer solution pH = 9.8 in a microtiter plate, 
and read in a reader. 

[0045] A comparison of the absorptions in the 96 positions of the dialysis module is 

shown in Table 1 . The measured absorptions are reduced by the blank value of the buffer. 
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Comparison of the absorptions at 405 nm (A405) before and after dialysis 



Sample 


A405 of analysis solution 
Mean value (n = 96) 


Dilution factor 
Analysis solution 


A405 Total 


p-NP (%) 


p-NP before dialysis 


0.397 ± 0.005 


30 


11.910 


100 


p-NP after dialysis 


0.028 ± 0.002 


3.75 


0.105 


0.88 



[0046] The values show that, under the conditions described, more than 99% of the 

p-NP could be removed. The scatter of the absorption values after dialysis shows that the speed 
of dialysis is very similar in all 96 dialysis containers. 

[0047] In addition to the comparison of the absorptions before and after the dialysis, the 

conductivity of the employed samples (6) was measured as well and compared with the 
conductivity after the dialysis from the 96 dialysis containers. Determined from these values was 
a residual conductivity in comparison to the starting solution of 0.2%, which also confirms the 
effectiveness of the dialysis. 



Application Example 2 

[0048] For the separation of low molecular weight ions from proteins, 75 |nL of a 

concentrated solution of alkaline phosphatase (14.5 jxg/mL) in 1 M DEA buffer pH = 9.8 was 
placed in each of 8 x 11 positions of the sample plate 3 and dialyzed for 1 hour against a large 
volume of 470 mL of deionized water. The sample plate 3, which is placed on a polystyrene 
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frame as floating element 10, floats on the dialysis liquid 2, which is kept in motion by means of 
the magnetic stirrer 8 (compare Fig, 2). The continuous decrease in the low molecular weight 
substances in the sample containers (wells 5) is followed by measuring the conductivity (compare 
Fig. 9) in the dialysis liquid 2. After 60 min of dialysis, 96% of the dialyzable ions have been 
removed. The determination of the enzymatic activities of the alkaline phosphatase in the 88 
occupied dialysis vessels of the sample plate 3 and a comparison of the enzymatic activity with 
the starting solution gave a recovery of the enzyme activity of 90.4 ± 4.3%. 



Application Example 3 



[0049] By way of Triton X-100 (TX-100) as example, it was intended to check whether 

it is possible to remove this often utilized detergent from analysis samples by dialysis. To this 
end, the sample plate 3 is loaded with 75 fiL of a 0.5% aqueous solution of Triton X-100 in each 
well and dialyzed against tap water for 8 hours. The sample plate 3 is closed with the adhesive 
film 9, introduced back into the holder 20 of the shaking device (compare Fig, 5), and constantly 
shaken. During this process, the plate is immersed in 170 mL of tap water as dialysis liquid 2, 
which is replenished in a circulating system according to Fig, 4 at a flow rate of 
170 mL/min. 

[0050] In order to record possible volume changes, the sample plate 3 is weighed before 

and after dialysis. For testing the effectiveness of the Triton removal by dialysis, aliquots are 
taken from the dialysis vessels of the module by use of a multipipette, mixed with 30% 
n-propanol in a microtiter plate, and measured in a fluorescence reader at an excitation 
wavelength of 270 nm according to an emission wavelength of 310 nm. The Triton X-100 
solution employed for the dialysis is measured in a microtiter plate under the same conditions 
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after dilution in 30% n-propanol. For correction of the measured values and for control of the 
linearity of the measurement range, both the propanol solution in 56 positions of the microtiter 
plate (blank values) and three calibration concentrations of Triton X-100 between 12.5 and 50 
juM are measured under the same conditions. The results are summarized in Table 2. The 
measured mean values are reduced by the averaged propanol blank value. 



Table 2 



Comparison of the fluorescences before and after dialysis 



Sample 


Fluorescence of 
analysis solution 
Mean value (n = 96) 


Dilution factor 
Analysis solution 


Fluorescence 
Total 


TX-100 (%) 


TX-100 
before dialysis 


739.6+ 11.83 


201 


148,660 


100 


TX-100 
after dialysis 


62.39 ± 6.24 


30 


1,872 


1.26 



[0051] The measured fluorescences after dialysis in the 96 dialysis vessels of the sample 

plate 3 show that, under the described conditions, 98.7% of the Triton X-100 can be removed 
uniformly from all 96 dialysis containers. 



Application Example 4 



[0052] The sample plate 3 can also be used for the simultaneous concentration of 96 

samples. To this end, 100 jiL of a 0.3% dextran blue solution is pipetted into each of the sample 
containers (wells 5) of the sample plate 3 by using a multipipette. The sample plate 3 is 
subsequently fixed on the floating frame 10 (compare Fig. 2) made of polystyrene, which is 
placed on 100 mL of a 30% aqueous polyethylene glycol solution (PEG 40,000). After 45 min, 
the volume reduction was determined quantitatively. To this end, 30 |iL were taken from each of 
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88 wells of 96 positions by using a multipipette and pipetted into a microtiter plate, each 
container of which contained 120 \xh of 50 mM DEA buffer solution. Into each of the remaining 
8 positions of the microtiter plate, 30 jliL of reference solution (0.3% dextran blue solution) were 
added in place of the sample solution. The microtiter plate was measured in a reader at 620 nm 
after intense mixing. A comparison of the averaged absorbances of samples and reference 
solution shows the absorbances measured under the conditions described (Table 3). 

Table 3 



Comparison of the absorbances of dextran blue before and after concentration 



Samples 


A620 


Reference solution 


0.291 ±0.012 (n = 8) 


Samples after concentration 


0.465 ± 0.020 (n = 88) 



[0053] The absorbances have increased by a factor of 1 .6. This means that, after 45 min, 

the volume of the samples has decreased by 37.5 juL, this having occurred relatively uniformly, as 
shown by the scatter. 



List of the Reference Numbers Used 

1 dialysis vessel 

2 dialysis liquid 

3 sample plate 

4 support 
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5, 5a well 

6 sample material 

7 dialysis membrane 

8 magnetic stirrer 

9 adhesive film 

10 floating element 

11 ventilation hole 

12 inlet 

13 outlet 

14 floater 

15 floater valve 

16 floater guide 

17 pump 

18 filter cartridge 

19 line 

20 holder 

21 shaker arm 

22 shaker 

23 collecting plate 

24 seal 



Patent Claims 



1. A sample plate for use in dialysis systems with sample containers, each of which are 
separated by means of a semipermeable membrane from a dialysis liquid situated in a dialysis 
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vessel, hereby characterized in that the sample plate (3) contains a plurality of identical sample 
containers (5), which are arranged in a grid (n x 8 x 12) that is in itself known and which are 
suitable for the liquid handling technique of microplate technology, the top ends of which are 
open and the bottom ends of which are closed by membranes (7) lying in a plane, in that, in the 
grid region of the sample containers (5), the sample plate (3) does not have any regions or 
elements that protrude beyond the plane of the dialysis membranes (7) and form or promote gas 
barriers in the dialysis liquid (2) during proper use, and in that, in the edge regions, the sample 
plate (3) has elements - for example, openings (11) - allowing the escape of air after immersion 
in the dialysis liquid (2). 

2. The sample plate according to claim 1, further characterized in that it comprises a plate (3) 
with cylindrical wells (5) as sample containers. 

3. The sample plate according to claim 1, further characterized in that the sample containers (5) 
are designed with a capacity for microliter volumes. 

4. The sample plate according to claim 1, further characterized in that it has the external 
dimensions of microtiter plates that are in themselves known. 

5. The sample plate according to claim 1, farther characterized in that the bottom ends of the 
sample containers are each closed by individual dialysis membranes (7). 

6. The sample plate according to claim 1, further characterized in that the bottom ends of the 
sample containers are closed by one or more common dialysis membranes (7). 

7. The sample plate according to claim 1 , further characterized in that the dialysis membranes 
(7) consist of several membrane layers. 

8. The sample plate according to claim 1, further characterized in that the sample plate (3) is 
sprayed onto the dialysis membranes (7). 

9. The sample plate according to claim 1 , further characterized in that the dialysis membrane (7) 
is fixed adhesively to the bottom side of the sample plate (3). 



DE 101 60 975 A 1 



22 



10. The sample plate according to claim 1, further characterized in that the dialysis membrane (7) 
is bonded, welded, or sprayed onto the bottom side of the sample plate (3). 

1 1 . The sample plate according to claim 1, further characterized in that an adhesive film (9) is 
provided as a detachable closure of the top ends of the sample containers (5). 

12. The sample plate according to claim 1, further characterized in that a cover is provided as a 
detachable closure of the top ends of the sample containers (5). 

13. The sample plate according to claim 1, further characterized in that, for the dialysis, it is 
situated in a dialysis vessel (1), which has at least one inlet (12) as well as at least one outlet (13), 
which is preferably connected to a floater valve (15), for the dialysis liquid (2). 

14. The sample plate according to claim 13, further characterized in that, between the at least one 
outlet (13) and the at least one inlet (12), means (18) for the removal of the substances to be 
dialyzed from the dialysis liquid (2) are provided. 

15. The sample plate according to claim 14, further characterized in that these means consist of 
at least one ion exchanger. 

16. The sample plate according to claim 14, further characterized in that these means are 
designed as detergent-binding adsorbers. 

17. The sample plate according to claim 14, further characterized in that these means contain 
chelate-forming substances. 

18. The sample plate according to claim 13, further characterized in that the flow quantity of the 
dialysis liquid (2) passing through the at least one inlet (12) and through the at least one outlet 
(13), or through valves or control elements, is adjustable in each case. 

19. The sample plate according to claim 13, further characterized in that the dialysis vessel (1) 
with its at least one inlet (12) and with its at least one outlet (13) is a component part of a 
circulating system for the dialysis liquid (2) that is moved by a circulation pump (17). 
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20. The sample plate according to claim 1, further characterized in that it is supported in the 
dialysis vessel (1) by, for example, foot-like or stand-like elements (4) that rest on the vessel 
bottom. 

21. The sample plate according to claim 1, further characterized in that it is supported by means 
of one or more floating elements (10) in the dialysis liquid (2) of the dialysis vessel (1). 

22. The sample plate according to claim 1, further characterized in that it is connected with 
means (22, 21) for the movement and mixing together of at least the liquid (6) contained in the 
sample containers (5). 

23. The sample plate according to claim 22, further characterized in that these means consist of a 
shaker (22) that is in itself known. 

24. The sample plate according to claim 22, further characterized in that these means consist of 
an ultrasonication source. 

25. The sample plate according to claim 1, further characterized in that it is situated in a dialysis 
system that has control elements in the dialysis liquid (2). 

26. The sample plate according to claim 25, further characterized in that these control elements 
are a means for the simultaneous measurement of conductivity. 

27. The sample plate according to claim 25, further characterized in that these control elements 
are a means for the simultaneous measurement of optical density. 

28. The sample plate according to claim 25, further characterized in that these control elements 
are fluorescence detectors. 

29. The sample plate according to claim 25, further characterized in that these control elements 
are thermometers. 

30. The sample plate according to claim 25, further characterized in that the control elements are 
employed for the control of the dialysis process. 

3 1 . The sample plate according to claim 1 , further characterized in that, for the purpose of 
sample transfer by means of, for example, centrifugation, a collecting plate (23) that can be 

i 
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turned over and set on the sample plate (3) and has a plurality of sample containers is provided, 
the grid arrangement of which (n x 8 x 12) coincides with the grid of the sample containers (5) of 
the sample plate (3). 

32. The sample plate according to claim 31, further characterized in that the sample container 
openings of the corresponding sample containers of the collecting plate (23) and of the sample 
plate (3), when the collecting plate (23) is set in place, are different respectively and preferably 
each interlock with the other for a form-fitting closure. 

33. The sample plate according to claim 32, further characterized in that the sample containers 
(5) of the sample plate (3) have a conical design, whereby the bottom larger openings are closed 
by the dialysis membranes (7) and the top openings of the sample containers (5) are each smaller 
than the corresponding sample container openings of the collecting plate (23) when the collecting 
plate (23) is set in place. 

34. The sample plate according to claim 31, further characterized in that the openings of the 
corresponding sample containers of the collecting plate (23) and of the sample plate (3), when the 
collecting plate (23) is set in place, are identical in size. 

35. The sample plate according to claim 31, further characterized in that means for a better 
form-fitting closure for sealing between the sample plate (3) and the collecting plate (23) - for 
example, a gasket or paste - are provided. 
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DRAWINGS PAGE 1 
a) Sectional plane AA: 

a) Schnittebene AA: 
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b) Plan view 

b) Draufsicht: 
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DRAWINGS PAGE 2 

a) Sectional plane AA: 

a) Schnittebene AA 
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b) Plan view 

b) Draufsicht: 
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a) Sectional plane AA: 

a) Schnittebene AA 



b) Plan view 

b) Draufsicht: 
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a) Sectional plane AA: 
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a) Sectional plane AA: 

a) Schnittebene AA: 
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DRAWINGS PAGE 7 

I.) Aufsctzcn dcr Auffangplatte: 



II.) Drehen der Platten: 
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III.) Zentrifugation: 
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VI.) Abnahme der Dialyseplatte: 




Fig. 7 



I. ) Placing on the collecting plate: 

II. ) Turning the plates over: 
HI.) Cen t rif ligation : 

IV.) Removing the dialysis plate: 
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1.) Aufsetzen der Auffangplatte: 
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II.) Drehen der Platten: 




01.) Zentriftigationi 
3 



VI.) Abnahme der Dialyseplattc: 




Fig. 8 

I.) Placing on the collecting plate: 
IL) Turning the plates over: 

III. ) Centrifugation : 

IV. ) Removing the dialysis plate: 
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DRAWINGS PAGE 9 
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Fig. 9 



y-axis: Conductivity ((iS/cm) 
x-axis: Dialysis time (min) 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(§) Probenplatte zur Verwendung in Dialysesystemen 

@ Aufgabo war es, simultan eine Vielzahl von Mikropro- 
hen im pl-Bereicb ossentiel gleichmafiig, gut handhabbar 
und rndglichst aufwandgering zu dia lysieron, wobai diese 
Dialyse unter den Anfoiderungen der modcrnen Scree- 
ning- und An8lysemethoden mi! hohem Probendurch- 
san, schnell sowie ggf. autornatisierbar durchzufuhren 
sein soil. 

Die Dialyse soli auch bei hohem Probendurchsatz eine 

hinreichend hone Wiederfindung von kleinen Volumine 

fiir scmkundaro Prozoduron erlaubon. 

Erfindungsgemafc onthalt die Probenplatte (3) eine im an 

sich bakannten Raster (n x 8 x 12) angeordnete Vielzahl 

gieichor Probongofafto (5). passend zur Liquidhandling- 

technik fur die Mikroplattentechnologie, doren obero En- 
don off en und doren u rue re Enden durch in einer Ebene 

liegende Mombranon (7) verschlossen sind. Im Rasterbe- 

reich der ProbengofaBo (6) woist die Probenplatte (3) kei- 

ne die Ebeno der Membranen (7) uberragende und beim 
^ bostimmungsgemaBon Einsatz in der Dialyscflussigkeit 

(2) Gasbarrieren bildende oder unierstutzende Bereiche 
ID Oder Elemente suf. 

F** Im Ranrfboreich bosirzt die Probenplatte (3) Elemente zum 
O Entweichen von Luft nach Eintauchen in die DialysoflGs- 
O sigkeh. 

(0 Die Erfindung kann in verschiedenartigsren Dialysesysie- 

men u, a. cort Anwendung finden, wo fur analytische 
q Zwecke insbesondere eine groSe Anzehl von Mikroben 
^ von ihren die Analyse storenden niedermolekularen Be- 

sTanrfteilen gotrennt werden miissen. 

LU 
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Bcschreibung 

|000l | Die Erfindung beiriffi cine Probcnplatte mil ProbengefaBen mr Aufnahme von Flussigkeitcn fur einc Dialyse- 
trennung liber mmdcsien.s einc semipermeable Meuibraii unci cine Dialyseflussigkeit. Bine seiche Probenpl.atte kann 
5 liber ail don An wenching linden, wo inn anaiytische Zweekc insbesondere, cine groBe Anzahl. von Mikroproben, deren 
inakrornolckulare. Antcilc uniersucht werden sollen. von ihren, die Analyse storenden nicdemiolekularen Bestandteilen 
moglichst: aufwandgering. effizient und gui handhabbar geirennt werdeo mussen, AuBerdem wird sie vortcilhaft einge- 
setzt, tilt) MakromoIckUie enthaltende Mikroproben schncll, scbonend und ohne groBe Verluste zu konzentrieren. Bin 
weiteres Anwcndungsgebiei isi das Utupuilern von Proben, insbesondere tin Bereich der DNA-Bearbeitung. rurdie Un- 
it) tcrsuchung von Proieincn und bci sequcmielL erfolgenden eazyuiatiscbcn Rcaktionen. 

[0002] In den leiztcn Jahren haben. insbesondere ausgelost durch die Bemuhungen der Pharrnaindustrie zur Gewin- 
nung von "targets" fur die Emwicklung neuer Pharmaka, hochparalleiisicrtc Screening verfahren (High through put scree- 
ning = FITS und Ultra High throughput screening = UMTS) mil cxlrem hohen Analyse fret] uenzen Hitr/.ug in die Analylifc 
gefunden. Auch die Proteomanalyiik. die sieh gegcuwartig uuBcrordeDtlich stark cniwickeh, erfordert sehr hone Proben- 
is durchsatze zur Charakieri.sierung der Viclzahl von Protcincn eiues Proteoins iuit ihren biologischen Modifikaiioncn so 
wie fiir verschiedene Zustandc, wie bci spiels weise gesund und ktank. AuBerdem wind fur viele Anwendungsgebiete in 
der biochemischen und biotechnologischen Forscbung die Hochdurchsatzanalyse. beispielswcise zur Charaktcrisierung 
von Enzymen liber ihre AktiviOiL, zur Charakierisierung von analytischen und priiparativen cbromatogrnphischen Tren- 
nungen, zur iiiassenhaften Kenaturicrung- von Proteinproben und zur Charakierisierung von Nuklcinsaurcn, ein unver* 
20 zicbtbares Hilfsmitiel 

(0003J Diese Hcxhdurcbsatzverfahrcn haben zur Entwickluog spezieiier Analyse verfahren und in ihrem Umfeld zu 
passfahigen Hilfsieehniken gefuhrt, die sich urn das Mikrotiterplaitenraster von 8 x 12 Analyscpositionen pro GrundflS- 
che der Platte von circa 12.6 cm x 8.5 cm gruppieren. Gcgenwariig ist ein Trend zur weitcren Verdichtung der Analyse- 
posiiionen auf der gleichen Grundflache von n x 8 x 12 fur n - 4. n = 16 und noch dichicr besetzten Analyseplatien zu 
25 beohachten. 

[0004] Sehr hiiufig sind es niakrotnutekulaie Substanzen wie DNA und ihre Bruchstijcke, Proteinc und Peptide, Giy- 
koprolcine und syrithelischo Makroniolokiile sowic Kombinationcn der aufgefuhrten StorYe. die von Intcrcssc sind. 
1 0005] Zwei wcitere neue anaiytische Verfahren 'MALDI-MS = Matrix Assisted Laser Desorption JonisationMass 
Spectrometry und ESI-MS - Elektrospray IonisationMass Spectrometry warden erst vorweni gen Jaliren entwjckelt und 
30 haben sich als unverzichtbare Verfahren fur HTC/UHTS und fiir die Proteomanalytik, hier insbesondere in Kombi nation 
mil Proicascverdaumethoden. crwiesen. Insgesanu. isi ein starker Trend zttr iVIiniaiurisierung der analytischen Verfahren 
zu erkenncn. Viele der fur Hochdurchsatzscrecning verwendeten Verfahren setzen cine besonderc Probenvorberciiung 
mil hohen Anforderungen voratis. Solche Anforderungen sind: 

3S 1 . Die Proben durfen nur cine niedrige Saiz- oder Detergcnzkonzentration bcsit2en. oder sie mussen in einetn deft- 

nierten Ionenmilieu vorlicgen. 

2, Die Proben. die im pi- Vol untcn bereich vorliegen, mussen hochparallelisiert hantiert werden, utn die erforderli- 
che AnaJysefrequenz zu garantieren. Die Behandiung muss unter standardisterten Bedingungen fOr alle Roben 
gleichmafiig erfolgen. 

40 3. Die Wiecierfindung muss fiir diese Mikroproben im Prozess der Probenvorhereitung hinreichend hoch sein. 

4. Haufig mUsscn Proben aus biologischem Material vor der Analyse schonend konzentriert werden, urn die not- 
wendige Zielkon/xnl ration zu crreiehen. 

{OOOfij Zur Bntiemung niedennolekularer Subsianzen, zur tjberfuhrung von Proben in ein defimertes Milieu und zur 
45 Konzenirierung von makromolckuiaren Substanzen hat sich das Diaiyseverfahren unter Verwendung scntipermeabler 
Mcmbranen bewahrt. Sogibt es cine groSere Anzahl von Anbictern liir Dialyseverfaliren. die beispieLsweise im Internet 
unter der Adresse hup:/ / biosupplynet.com zusammengestelh sind. 

10007] Ilauptsnsirengungen der Firmco und Erfinder zur Verbesscmng der Dialysctechnik richten sich im wesentli- 
chen darauf, Ppoblemc bci der prakiikablen Handhabung der Technik, wtc beispielswcise Mischprobleme, Wiederfin- 
50 dungsproblemc von Makromolckulen. IVoblcmc mil der Geschwindigkeit des Dialyseprozesses und r>roblcme ? die im 
Zusammenhang mil kleinen Volumina (pi -Bereich) auftreten. zu iiberwinden. 

[OOOKJ Fiir MALDi* und ESl-MS- Verfahren ist nnch dem bckannlen Stand der Technik meist einc Entfernung von Sal- 
zen. Detergenzicn und anderen kontaminierenclcn Substanzen notwendig. 

10009] Moglichkeiten, die Qualitat der cssentiei len Mischung eincr l>iaIysclosung an sich zu verhessern, werden in der 
55 US 5,1 83,564 und in der US 6.1 76,609 beschriebco. Die lelztgenanntc Schriti bezieht sich auf ein allgcincincs Verfahren 
zur Mischung in ciner Anzahl von Ge fatten. Dem allgemetnen Trend zur Miniaiurisierung Rechnung tragend, sind cine 
Reibc von Losungcn vorgeschlagen worden. So sind in der US 6,039,871 N^rrichtungen genannu die als Wegwerfaiate- 
rial vorgeschen sind und die Diaiyse von 10-KX) pi Proben in speziellen zusaiiimensteckbaren GefaBcn vorsehen. In der 
US 5J33,442 wird ein geschlossenes Mikrcxiialyscsystcm vorgestclh, welches zusamrnenschraubbare Mikrokammern 
m mil zwei Dialysemcmhrancn und einc besondere Kuhreinrichiung bcsitzl. 

f 0010] Der Problemalik der Wederfind'ung von kleinen Analyscvolumina wird durch Binfuhrung eincr speziellen Auf- 
fangkanimer in der US 6,2 1 7,772 Aufmerksamkcit geschenkt. in den Schriften US 5,783,075 und US 5,503.74 1 wird ein 
Vorschlag zur schwitmnenden Dialysc in spezicil konligurierien GefaBcn unierbreilet. Fiir die schwimmende Dialysc 
gibi es vuch Angebote der Pinncn PGC, der Firm a Daigger und der Finna Pierce mil den weit verbrcHcten Siide-Dialy- 
6$ sesystenien. 

(001 1] Zur Krhohung der Dialyscgeschvvindigkeii unter besonderer Bcrucksichtigung der ESI-MS Technik wird ein 
Kapillardialysesystem in der US 5,954,959 vorgeschlagen. Fur die Diaiyse einer Vielzahl von FVobcn gibtes Vorschlage 
in der US 4.450.076. in der die Dial ysegcfaBe utn cine zentrale Achse angeordnet sind und durch Drehung bewegt wcr- 



den. Angeboic von PGC scientific sehen cbenfalls urn eine zentrale Achse angeordnete Gleichgewichtsdialysekarnmern 
vor, die mil icflonbeschichietcn Schrauhen abgedichtet werden. \*)n Pierce wird ein Mikrodialysesystem fur 12 x 
20 100 ul-Voluiriina angeboten. 

1 00 12] Die vorgeschl3gcnen Losungcn sind jedoch fiir die Anfarderungeri hoher JDurchsStzc, wie sie fur HTS, UHTS 
und fiir die Proicomanalytik notwendig sind. nichi gceignet. well sie enrweder 5 

1 . nichi passfahig zur hochparallelisicrten MikroplatlentechnoJogie. insbesondere zur entsprechenden Uquidhand- 
ling-Technik. ausgebildet sind 

2. einc simultane und esscwiell gleichinaBig liir allc lYoben eriblgcndc Dialyse groBer l^rohenzahlen im ul-Vhlu- 
nicnbcrcich nichr .gesiaucn to 

3. die genugend hohe Wicderfindung dicscr kleincn Volurnina fur sckundarc analyiischc Prozcduren nichr erlauben 

4. eine gceignet hohe Dialysegeschwindigkeit ntcht vorsehen 

5. unpraktikahel groBe Volurnina fiir die Dialyscflussigkeit erforriem oder 

6. dureh thre komplisderte Einsamvcise unprakiikabcl im Routinehetricb mil cincm hohem Durchsafz sind. 

15 

rftOL3 j Der Erfindung Jiegt die Aufgabe zu Grundc. simultan eine Vielzahl von Mikroproben im pl-Bereich cssentiell 
glcichmaBig. gut handhabbar und moglichst aufwandgcring zu dtuiysieren, wobci diese Dialyse tinier den Anforderun- 
gen der modernen Screening- und Analysemethoden mil hohem Probcndurchsatz, schnell sowie ggf. automatisierbar 
durchzufuhrcn scin soil 

1 001 4 1 Die Dialyse soli audi bei hoheni Probendurchsatz eine hinreiehend hohe Wiederfindung von kleinen Volurnina 20 
fur sekundiire analytische Prozcduren erlauben. 

1 0015] ErfindungsgemaB emhalt die dafur eingesetzte Probenplatte eine im an sich bekannten Raster (nxSx 12) an- 
geordnete Vielzahl gleicber ProbcngcfaBe passend zur LiquidhandUng-Technik fiir die Mikxoplaticnicchnologie. dercn 
obcre Enden often und deren uniere Endcn durcb in einer Ebene liegende Dialysemembranen verscblossen sind. Im Ra- 
sierbereich der ProbengelaSc weist die Prohenplatte keine die Ebene der Dialysemembranen uberragende (tiefer lie- 25 
gende) Berciche oder Elements auf, die bei Verwendung der Probenplatte in die Dialyscflussigkeit. von weleher die Pro- 
bcngcHiBc der Probenplatte dureh die Dialyse membrane n gcircnnt sind. ciniaucitcn und dort die Dialyse behindernde 
Lufibarrieren hi I den oder untcrsiutzen. Tretcn dennoch prozessbedingt Ga.se id der Bcriiiirungszone zwischen Dialyse- 
fliissigkeii und Probenplatte auf, so k6nnen diese dureh Eniluftungselementc entweichen. unt in jedeni Fall einen voll- 
siandigen Koniakt zwischen DialysetUissigkeit und Probenplatte ohne Gasbarricren, wie Luftblasen etc., zu gewahrlei- 30 
sten. Diescr st6rungsfreie Kontakl ist die Voraussetzung fiir eine siinuhanc und essenticll gleichmaBig fur alle Proben cr- 
folgende Dialyse dieser groBen Probenz,ahlen. speziell im ul-Vblumenbereich. 

[001(71 Mil diescn von eil ha ft en Merkmalen fiir eincn besiimmungsgemaBen Eiitsaiz kann die Probenplaiie universe!! 
in verschiedenartig ausgebihleten sowie mil unlerschiedliclisteii Aufgaben behafletcti manuellen oder automat isch be- 
triebencn Dialysesyslcinen venvendet werden, unobhangig davon. ob die Probenplatte beispielswcise fesl in eineni Dia- 35 
lysegcfaB oder schwimmend in der im GefaB befindiichen Dialyseflussigkeit gelagen wird. 

|O0l7.| Im einfachsien Pail kann die Probenplatte aus einer Platte mil zylindrischen Aussparungen als Probengefafie im 
Fass tings verrnogen fiir Mikroliier volurnina bestchen. An der Uoterseite der Probenplaite sind die Bohrungen (Probsnge- 
faBe) eniweder jeweils dureh eine genieinsame oder dureh einzclne Dialysemenibranen gcschlosscn, welche beispiels- 
wcise an die Unterseile der Plane gcklcbi, gcschweiBt. gebondet oder gespritzt sind. Die Dialysemenibranen konnen 40 
auch aus mehrercn Eagen best eh en. 

1 001 S | Ein Deckel oder cine Klcbcfolic als I5sbarcr Vcrschluss der obcrcn Endcn der Probcngef aBe schutzt das in den 
Prohengefaljen befindliche Prohengut und verhindert ein Vcrdunsten und eine ^Contamination der geringen Probenmen- 
gen im Mikroliierhercich. Es isi voneilhaft, wenn sich die Probenplatte bei ihrem bcsiimmungsgeniaKen l^nsarz in ei- 
nem Dialyscgcfafi hefinriei, welches mindestens einen Zufluss und mindestens einen Abfluss fiir die Dialyseilussigkeit 45 
aufweist und so ein koniinuicrliches Entfcrncn der zu dialysierenden Subsianzcn aus der DialyseflUssigkcit crmoglichL 
Das DialysegetaB kann auf diese Weise Besiandteil cines Kreislauf systems sein, in welchem die erfindungsgcmaSc Pro- 
benplatle die Dialyscflussigkeit bertihrt. In dieseni Kreislauf system, beispielswcise in einer punipengesteuerten U*»i- 
walzcinrichtung, konnen Joncnausiauscher oder Dctergenzicn bindende Adsorber angcordnet sein, welche die Konzen- 
r rat ion der aus der Probe zu cntfemenden Subsianzcn in der Dialyscflussigkeit schr klcin halten und dadurcb die Ge- 50 
schwindigkeit des Dialyseprozesses erh6hcn sowie das noiwendige Volumen der DialyseflUssigkcit minimieren. Auch 
flic Vcrwendung von gebundenen komplexbildenden Subsianzcn ist moglich, unt beispielswcise Mciallionen zu cntfer- 
nen. Die Probenplaite kann dabci, z. B. uber slander- bzw. fuBanige Tragerelemenic, im DialysegefaB gehalten werden 
oder sie wird iiber Schwintmelemenie in der Dialysefiiissigkeii des DialysegefaBes gelagert. 

1 001 VI Zur wcitcren Erhohung der EfTekii vital der Dialyse isi es auch vorteilhaft (zumal manche Dialysen, z. B. von 55 
Mizcllcn ausbildende Dctergenzien, soniii Obcrhaupt erst crmbglichi werden), wenn in einem solchcn Dialysesystem 
nichi nurdie Dialysefliissigkcit, sondem auch die Probenplatte zur gleichmafSigen Dtirchmischungdcr in den IVobcnge- 
faBen enihalicnen Fliissigkciten, beispielswcise dureh cine Schuneleinrichiung, bewegt wird. 

|0020j Die Ertindung soil nachstehend anhand von in der Zeichnung dargestellten Ausfuhrungsbcispicien nJiher erlau- 
tert werden. 
100211 Eszeigen: 

100221 Kig. 1 Am Boden cines DialysegefaBes dureh FuBe gehaliene Probenplailc 

(0023J Fig. 2 Vorrichiung mil schwimmencicr Hallcrung der Probenplaiie auf der Obcrflache der Dialyscflussigkeit 
f 00241 Fig- 3 DialysegefaB mil Halterung der Probenplaite gcmaG Fig. 1 sowie mil Zu- und Abfluss fiir die Dialyse- 
flussigkeit 65 
[0025J Fig. 4 DialysegefaB tail Probenplaite in einem Kreislauf systems zum Enlfernen storender Substanzcn aus der 
Dialysefiiissigkeit 

f002fT) Fig. 5 Vorrichiung zur Dialyse. bei weleher die Probenplatte in einem SchuUler zur Bewegung derselben auf- 
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gcnominen isi 

j 0027 ! Fig. 6 seliwimmeude HaHerung der Frobenplaues (vgl. Fig. 2) mil konischen ProbengefaBen 
1 0028 1 Fig. 7 Verfahreusablauf zur Uberiragung des dialysierten Probengutes durch Zentrilugatiou aus der Proben- 
plalte mil konischen ProbengefaBen in cine Auffangpiaitc mil zylmdriychen ProbengefaBen 
5 | O029| Fi& 8 Ve rf ahrensabhiuf gcmaB Fig. 7 mil einer Dictating y.wischen Probenplalte nnd Auffangplatle 
1 0030 1 Fi». 9 A bhangigkeit der Leitfahigkeil der DialysefKissigkcii von der Dialysezeii 

(0031 1 In Kig. 1 ist cin DialvsegefaB I mil darin bcfindlicherl)iaiyseflu$sigkeii2gezeigt. auf dessen Boden im Gefa'B- 
inneren erne Probenplaue 3 inittels Halteruxigeu 4 geiagertist Die Probenplalte 3 bestebt aus einexu plattenlormigen 
Grundkorpcr mil incincm an sich befcannten und zurLiquidhandling- Technik fur die Mikropiaitentechnologie passiahi- 
to gen Raster S x i 2 angeordneien zylindrischen Aussparungen 5 zur Aufnahme von Probengut 6 iniBereich von Mikroli- 
icrvoluiiuna. 

{0032 j An der Unterseite der ProbenplatLe 3 befindet sich eine an diese beispielsweise augekiebte und fur alle Probe n- 
geiaBc gcmeinsaine semipermeable Dialysemembran 7, liber welche das in den Aussparungen 5 enthaltenc Probengut 
jeweils mil der Dialysefiussigkeit 2 in Verbindung siehi. Zu diesem Zwcck ist die Probenptaue 3 durch die Halterungen 4 

15 so gclagcn . da6 dieselbc mit der Dialysemembran 7 in die Diaiyseftussigkeii 2 eintaucht. Durch die Dialysemembran 7 
ist der Ausiuusch kleiner Molekule, je nach AusschUissgrcnzc moglich. indem cin Konzentrationsausgleich zwischen der 
Dialyscllussigkcil 2 und den Flussigkeiten des Probengutes 6 eintriu. Die Entfernung der besagten klcinen Molekule aus 
dent Probe nil ut 6 crl'olgi soinii durch dieGleichgewichiseinstellung zwischen den Konzentrationen der beiden Kompar- 
timcnie, GruBe Molckiilc werden durch die Dialysemembran 7 zuruckgchalten. 

20 [ 0033 J Die 1 - bene der Dialysemembran 7 verkorpert quasi auch die untcrste Ebene der Probenplaue 3 bet ibrer hestim- 
mungsgemaBen Verwcnctung. Es exisiieren in diesem Rasterbereich der ProbengefaBe (Aussparungen 5) keine Zonen 
oder Elemente n\r Stabilisierung, Befcstigung, Handhabung etc. oder auch hersrellungsbedingie Bereiche, welche von 
der Probenplalte 3 ausgehend die Ebene der Dialysemembran 7 uberrageo, die Dialyse RUssigkek 2 bcriihren oder in 
diese eintuuehen sowie don den gieichmaBig verlaufenden Dialyseprozcss storende Luftbarricren ausbilden oder tordern 

25 konrieri, 

[0034] Durch cincn an sich bekannien Magnciriihrer 8 am Boden des DialysegefaBes 1 vvird die Dialy sell ussigkeiL 2 in 
Bewcgung gcholicn. um einen Konzcntnuionsgradicntcn an der Dialysemembran 7 mogliehst klcin zu hallcn und die 
Dialyse zu bcschlcunigcn. Eine Klebefolie 9 ais Ids barer Verschluss der oberen Enden der ProbengefaBe (Aussparungen 
5) sciiiitzi das in diesen K-fiudliche Probengut 6 und verhtndert ein Verdunsien und eine Kotitanunaiion der kleinen Pro- 
30 benvolumina. 

|0035j In Kit*- 2 ist ein Aufl>au ahnlich dem Austuhrtmgsbeispiel nach Fig. 1 gezeigu mit dem Unterschied. daB die 
Probenplaiie 3 nicht (wie in Kig. I ) uber fuB- oder standerartige Haiteelemcnte 4 fest auf dem Boden des DiaiysegefaJBes 
I siehi. sondern durch ein rahmentbrnnges Schwimmeiement 10 unmirtelbar auf der Oberflacheder Dialyse flussigkeii 2 
gehahen wird. so &<& die Dialysemembran 7 auf dieser Oberfiache aufliegt. Diese Halterung isi unabhangig vom Full- 

35 stand der DiatyselUissigkeit 2 ini DialyscgeiaB 1 . Zusatzlich besitzi die Probenplalte 3 Enliiiftungslocher 1.1, welche sich 
sanuiielnde Ciase unierhalb der Probenplalte 3 entweichen lasscn und somit einen vollsiandigen KoniakL der Dialyse- 
membran 7 mil der Oberfiache der Dialyseflussigkeit 2 gcwahrleisien. Dieser vollstlindige Kontaki bildei die Voraussct- 
zung lur eine simultane and esseniieU gieichmaBig tliratie Proben erfolgende Dialyse dieser groBer Probenzahlen im ul- 
Vohintenberetch. Dadurch, dass die Probenplaiie 3 zummdesi im Rasierbereich der ProbengelliBe (Ausspamngen 5) 

40 keine Hlemente (beispielsweise zur Haliening o. a.) besitzt, die nach unten uber die Ebene der Dialysemembran 7 bin- 
ausragen und in die Dialysenussigkeir 2 eintauchen oderdieselbe bcriihren konnen, werden schon weseniliche Verwen- 
dungseigenschaften fur den bestimmungsgeinaficn Einsatz der Probenplalte 3 in eincm Diatyscsystem gescliaffen, um 
Lufibarrieren in der Beriihrungszone der DialyseHussigkeit 2 an der Probenplalte 3 zu vermeiden oder zumindest nicht 
zu umerstiil/en. Treten dennoch prozessbedingt Casein dieser Rerunning szonc auf, so konnen diese, wiebesagt, durch 

45 die Entluftungslocher 11 nach oben durch die Probenplalte 3 entweichen. Anstatt der EnilOftungslocher 11 warcn auch 
andere lilemente, wie Randan phasungen o. a., denkbar. Aus Ubersichtsgriinden sind die Erutuftungslocher .11 (oder an- 
dereEnUiiftungslemente) nichi in je<ier konstruktiven Figur der Zeichnung explizil dargestelit. 

[0036] Fig. 3 zcigt eine Vorrichtung zur Dialyse, bei welcher die Probenplalte 3 (wie in Fig. 1) millets der fn8- oder 
standeranigen Halicelenientcn 4 auf dem Boden im Innern des DtalysegefaBes 1 gelagenist. Das DiaiysegefaB 1 besitzt 

50 bier einen Zulauf 1 2 sowie einen Ablauf 13 fur die DialyseHussigkeit 2. Das Niveau OPullsland) der Dialyscflussigkeii 2 
wird durch cincn cinsiellbaren Schwiramer 14 iniLeinem Schwimmerventil 15 reguliert, wobei der Scbwimmer 14 in ei- 
ner Schwimmcrftihrung 16 vertikal bewcglich gcRihrt wird Der Von ei I hestehi in der kontinuierlichen Austanschmog- 
lichkeir der Dialyseflussigkcit 2. Damit win! das EinsteJlen eines Konzenirationsgleiehgewichts zwischen der Dialyse- 
Hussigkeit 2 und dem in den ProbengefaBen (Aussparungen 5) jeweils enthaltenen Probengul 6 vermieden, die Dialyse- 

55 geschwindigkeii ist hdhcr und die Entfernung niedermolekularer Substanzen aus dem Probengut 6 grundsalzlich vcrbes- 
sen. 

(0037J Fig. 4 zeigt cine Vorrichtung zur l>ialysc, bei der das in Draufstcht gezcigte DialyscgeOiS 1 mil der darin auf- 
genommcnen IVobcnplatte 3 (vgl. Fig. 1 und Fig. 3) sowie mil dem Zulauf L2 und dem Ablauf 13 als Besiandtcil eines 
Kreislaufsystems fiir den Durchfluss der DialyseHussigkeit 2 dargestelit ist. Der Austausch der Dialyseflflssigkeit 2 er- 

60 folgt nicht, wie in der Vorrichtung gemaB Fig. 3, durch ein offenes System, sondern die Dialyseflussigkeit 2 wird durch 
eine Pumpe 17 und cine PUterkartusche 18 in einer Lei lung 19 als Krcislauf durch das DiaiysegefaB 1 bewegt. Der Weg 
(Richtung) der Dialysenussigkcit 2 ist durch Pfeile angedeutet, wobei die schwarzen Pfeilc die Auslassrichiung der Dia- 
lyse flussigkeii 2 symbolisieren. Bei ihrcm AuslaB aus dem DiaiysegefaB 1 kann die DialyseHussigkeit 2 beispielsweise 
mil lonen und/oder Detergenzien aus dem Probengut 6 angereichcrl sein. Durch ein (oder mehrere) Sorbenz(ien) in der 

65 Filierkanuschc.18 kfinnen diese Bestandteile dem Krcislauf emzogen werden. Die gereinigte DialyseflOssigkeit 2 gelangt 
soniii, wie durch die weiBcn Pfeile angedeucci. in das DialysegetaB 1 zuruek. ZwcckmaBig ist hier die wicderhoile X^r- 
wendbarkeit der Dialysclosung 2, verbunden mil der besagten Vermeidung des Einstellcns eines Konzentrationsgleich- 
gewichts zwischen der Dialyseflussigkcit 2 und dem in den ProbengefaBen (Aussparungen 5) jeweils enihaltencn Pro- 



bengut 6 und den damit vcrbundenen Vorteilen fur die Diaiyse (siehe Austuhrungsbeispiel zu Fig. 3). 
|003K| Fig. 5 zeigt cine Vorrichiung zxir Diaiyse (wiederum in geschnitrencr Vbrderansicht und Drautsicht), bei wcl- 
cherdic Probcnplaue 3 weder fest auf dcm Baden dcs DialyscgcRiBcs 1 (vgl. Pig. 1) noch schwimmend auf dcr Dialyse- 
flussigkeii 2 in* DialysegcfaS 1 (vgl. Fig. 2) gelagerr isi, sondcm dttrch cine Halrerung 20 auf genom men ist, die iibcr ei~ 
nen SchUtilcrarm 21 mil einem Schuttler 22 in Verbindung stent. Schfmler 22 dient. angedemet diirch die weiBen ge- 5 
kreimen Pfeile in Fig. 5, zur Horizontal bewegung der Probenpiatie- 3 uber die Oberfiachc der Diaiyse flu ssigkeit und be- 
wegi die Prohenplane3 in einem Bereich der Amplitude und Frequenz von an sich bekannten im Laborbetrieb eingesetz- 
tcn Schuulcra fur Mikrotitcrpi alien. Dadurch wird das in den ProhcngelaBen (Aussparungen 5) der Probenpiatie 3 bc- 
tindliche Probengui 6 durchmischi. was einer Hntstehung von Konzemrationsgradienten im Probengut 6, wie auch in der 
Dialyscnussigkcii 2. auf die sieh die Schtiuclbcwegung Ubcnraigt, emgegemvirkt. AuBerdein wird die ftir manche Dialy- to 
seprozesse hesonders hinder lie he Ausbildung von sckundaren Membrancn vennicden. 

[0039] Dcr Vbrtcil diescr Vorricbtung isu daO ggf. auch kombinicn mil dem Wechsel der Diaiyse fltissigkeit 2 bzw. de- 
ren Umw3lzung und Keimgung, wie in den Ausfiihrungsheispielen zu Fig. 3 und Fig. 4 beschrichen. die Geschwindig- 
keir und Vbllstandigkeit der Diaiyse erhoht wird. Die kombinatorische Darstellung mil den besagteo vorhcr beschriehe- 
nen Ausfubrungsbeispielen ist aus Griinden dcr ()bersichUiehkeii nicht gesondert in der Zeichnung enthalten. In einer t5 
weiiercn hier nicht gezeigten Ausfuhrungsform kann die Mischung von Probe n undDialyseflussigkcit mil den genannten 
positi ven Eftekten auch durch Einkoppiung eines Ultraschaltimschers erlblgen, 

[0040] Fig, 6 zeigt (ebenfaUs in geschniuener Vbrderansicht und Draufsicht) cine Vorrichtung zur Diaiyse, bei wclcher 
die Probcnplaue 3 (wie in Fig. 2) schwimmend auf der Oberflaehe der Dialyseflussigke.il 2 gelagen isi. Die Probcnplaue 
besitzr nicht, wie bei den vorber beschriebetien Austuhmigsbeispielen. Probeoaefa8e nut Zylindriseh paralleled GefaS- 20 
wandungem sondern koniscb gestaitete Aussparungen 5a in Form eines Kegelstunipfes rait jeweils gr66eren unteren und 
durch die Dialysemembran 7 verschlossenen Offnungen sowie vergMchsweise kleineren obereo GiTnungen, Diese kki- 
neren oberen Offnungen hi 1 den eiuen vorteilhaften Forrnschluss (vgl. Fig. 7) zum Ubenragcn des Probe ngutes 6 nach der 
Diaiyse in (im selben Raster bcfindliche) Binzelvolurnina anderer Probe naufnahmepl at ten. insbesondere der an sich be- 
k an men Mikrotirerpiaitemechnologie. Qui erkennbar in der Draufsiclu-Darstellung von Fig. 6 ist auch die Klebefolie 9 25 
iiber dcr Raslerant«xinung tier IVobengefaBc (Aussparungen 5a), welche ein Venlunslen, Verschul ten und Koalununieren 
des in den Aussparungen 5a bcfindlichen Probcngutcs 6 wahrend der Diaiyse otlcr auch bcira Transport vcrhindcri. 
j 004 1 1 Fig. 7 und Fig. S zeigen schematise!) jeweils in Schnittdarstellung durch die Platte einen solchen Vert a tir en sab- 
lauf zur Uberiragung des dialysierten Prcbengutes durch Zenirifugation aus der Probejiplatte 3 mil konischen Probenge- 
ra'Ben (vgl. Fig. 6) in eine Aurfangplatte 23 mit zylindrischen ProbengefSBen. Die Auftangplatte 23 wird unigekehrt auf 30 
die Probcnplaue 3 atifgeseizt und gemeinsam mil diescr gedreht. Durch Zenirifu gaiion wird das zunachsi in der Probcn- 
plaue 3 bcfindliche Probcngut 6 in die Auffangplaite 23 iibertragen. Anschlie-Qend warden die Probenpiatie 3 und die 
Auffangplaue 23 wicder voneinander getrennt. Als Centrifuge kann einc an sich bekanntc Laborzentrifugc fur Mikroti- 
lerplatten eingesetzt werden. In Fig. 7 sind die obeien Offtiungen der Aussparungen 5 klciner als diediescn zugewandten 
Offnungen der ProbengefaBe von der AufVangplatte 23, wodurch der be r cits beschriebene gure Formschluss durch das in 35 
der Zeichnung angedeuicie Incinandcrgrcifen der ]*robengefaBe gewahrleistei wird. Bei Fig. 8 hingegen sind die ein an- 
der zugewandien Offnungen dcr TVohengetaBe von der Probcnplaue 3 und der Auffangplaite 23 jeweils gleichgroB. Hier 
wird ein erforderlicher dichter Fonnschluss durch eine zwischen dcr Probcnplatte 3 und der Autlangplaue 23 angcord- 
ncie Dichmng24 gewahrleistei. 

[0042} In den folgcnden vier Anwendungsbeispielcn wird gezeigt, wie mil den beschriebenen Vorrichiungen unter- 40 
schiedltchc Substanzen dialysiert wnrden. 

Anwendungsbeispiel I 

[0043] Es sollen mit einer Vorrichiung. welche die Aufnahme der Probenpiatie 3 io einer Schulteleinrichtung geinaS 45 
Fig. 5 vorsieht und die nach Fig. 4 in ein Kreislaufsystem fur dieDiaJvscflussigkeit2 eingebunden ist, glcichntaCig, si- 
muJtan aus 96 Proben, niedennolekulare Substanzen, wie p-Niirophenol (p-NP) und Kochsalz, in kurzen Dialysczeiten 
entfexnt werden. 

[0044] Dazu werden in die S x 12 DialysegefaBe, die mit einer VSWP Millipore Mem bran (0,025 ura) verse hlossen 
sind 7 jc 1 00 ul einer 1 J5 inM p-NP Losung in 50 mM DiatltanoiatiiinpuiTer pH ■ 9.8 (DEA), die zusatzlich 750 mM NaCi 50 
enihalt, pipeuiert und gegen ein nur 11-fach groBeres Volumcn von J 10 ml deionisiertem Wasscr 2 Stundcn dialysiert. 
Die Dialyseflussigfceij 2 wird mil einer Schlauchpiimpc umgepuinpt. In den Kreislauf ist eine Deionisierungssaule (Eco 
Pac. 10 ml. Bio-Rad) inicgricn (vgl. Fig. 4). WShrend der Diaiyse wird die Probeoplatte 3, die mil der Klebefolie 9 ver« 
schlossen und in der llalterung 20 der Sch utteleinrichtung befestigl ist (siehe Fig. 5), stiindig geschtiiielL Die EfTekti vital 
der Abtrennung des niedennolekulare n p-NilrophenoU nach der Diaiyse wird durch Vergleich der Absorbanzen bei 55 
405 nm der dialysierten Proben mil den Absorbanzen der Ausgangslosnng gepriifL Zur Absorbanzmessung der zur Dia- 
iyse eingesetzten Ausgangs!5sung werden nach VerdUnnung mit DEA-PulTcrlosung pH = 9.S in einer Mikrouterplatte 
die Absorbanztrn in einem Reader gem esse n. Zur Absorbanzmessung der 96 dialysierten Proben werden mit einer Mul~ 
tipipetie aus der Probenpiatie 3 Aliquots cntnommen, mil einer 50 mM DEA-Pufferlosung pH = 9 t 8 in einer Mi krouter- 
plalle gemiseht und in einem Reader gemesscm. ^ 
[0045] Der Vergleich der Absorbanzen in den 96 Positioncn des Dialyscmoduls isi in 'fabelle 1 gezeigt. Die gemesse- 
ncn Absorbanzen sind utn den PuiTerblindwert reduziert. 
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Tahelle 1 



Vergieich dcr Absorhanzen hex 405 nm (A^os) vor und nach Dialyse 
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Prober* 


A405 Analyselosung 


VercUinnungs- 


A405 Gesarnt 


p-NP (%) 






Mittelwert (n=96) 


faktor 












Analyselosung 






10 


p-NP vor Dialyse 


0,397 ± 0,005 


30 


11,910 


100 


p-NP nach Dialyse 


0,028 ± 0,002 


3,75 


0,105 


0,88 



J004n| Die Werre zeigen, datl unrer den heschriebenen Bedingungen mehr als 99% des p-NP enlfcrnt werden Ironnre. 
Die Strcuung dcr Absorbanzwene nach Dialyse zcagt, daft die Dialysegeschwindigkeit in alien 96 .DiaJ.ysegefgBen sehr 
15 ahnlich isi. 

1 0047] Neben deal Vergieich der Absorbanzen vor und nach der Dialyse, wurde zusatzlich die LeiiXahigkeit der einge- 
seizten Probcn (6) gentcssen und milder Leitfahigkck der Prober) nach dcr Dialyse aus den 96 Dialy&egefSMen vergh- 
chen. Aus dtcscn Werten wurde einc Restleiifahigkeit gcgcnilber der Ausgangsiosung von 0,2% bestinimi, was die Ef- 
fckiivHatdcr Dialyse ehen falls besi&igt. 

20 

Anwendungsbeispiel 2 

[0048] Zur Abtrennung niedcrinolekularer Tonen von Proieinen werden in 8 x 1 1 Positioner! der ProbenplaUe 3 jc 75 ul 
einer konzemrienen Losung von alkaliseher Phosphatase (14,5 ug/ml) in 1 M DBA-Puffer pH = 9,8 gegeben und 1 

25 Stunde gegen em groUes Volumcn von 470 ml dcionisiertes Wasser dialysiert. Die Probcnplatte 3, die auf cinem Polysiy- 
rolrahinen als Schwinmielcuient 10 aulgelegi isl t schwimnii auf der DialysenussigkeiiZ welebe von deiu Magncirfihnsr 
8 bewegt wird. (vgl, l«ig. 2). Die kontinuicrltchc Abnahmc dcr nicdcrmolckularcn Su bstanzen in den ProhcngcfalScn 
(Aussparungcn 5) wird durch Messung der Leitfahigkcii (vgl. Fig. 9) in der Dialysefiiissigkcit 2 verfolgi. Nach 60 min 
Dialyse sind 96% der dialysierbaren lonen cntfemL Die Bestimmung der enzymalischcn Aktivitatcn dcr alkalischen 

30 Phosphaiase in den 88 bcsetzicn DialysegefaBcn der Probcnplatte 3 und ein Vergieich der enzymatisehen AktivitSt mil 
dcr Ausgangsiosung crgab cine Wicderftndung der Enzymakti vital von 90,4 ±43%. 

Anwendungsbeispiel 3 

:<5 [0049] Am Beispiel von Triton X-100 (TX-100) soil gepriift werden, ob es moglich isu dieses haufig genutzte Deter- 
gent durch Dialyse aus Analyseproben zu entfernen. Dazu wird die Probe n pi arte 3 mil jc 75 ul einer 0,5 %igcn wassri gen 
Triton X-100 Losung beschicki und gegen Letiung&wasser 8 Sumden dialysiert. Die Probcnplatte 3 wird mit der Kiehe- 
folic 9 verschlosscn. wicdemni in die HaUerung 20 der Schutieleinrichiung eingefuhri (vgl. Fig. 5) und standig geschui- 
teii. Dabei taucht dieselbe in 170 mi Lei lungs wasser als Dialyscfltissigkeit 2 em, welches in einein Kreislaufsysicm ge- 

40 inaB Fig. 4 mil einer FlicBgeschwindigkeit von 170 ml/rain emeuert wird. 

10050] Utn eventuellc Volgjiienanderungen zu erfassen, wird die ProbenplaUe 3 vor und nach Dialyse gewogen. Zur 
Tcstung dcr Effekrivitat der Triionemfernung durch Dialyse werden mil einer Multipipcue Aliquots aus den Dialysegc- 
faBen des Moduls eninommen, in einer Mikroiiterplalte mil 30%igem n-Propanol gemischi und in einem Fiuoreszenz- 
reader bei einer Exciiaiionswellenliinge von 270 am nach einer Emission swellenlange von 3 10 nm gemessen. Die zur 

45 Dialyse ei ngcsetzte Triton X- 100 1 x3sung wird nach Verdunnung in 30%igcrn n-Propanol unrer gleichen Bedingungen in 
einer Mi krotiierplatte gemessen. Zur KorrekiurderMcsswerie und zur KontroUc derLinearitat des Messbereichs werden 
sowohl die Propanol losung in 56 Positionen der Mikrolilerplattc (Blindwerte) als auch drei Hchkonzentralionen voti Tri- 
ton X-.1U0 zwischen 12.5 und 50 uM unter gleichen Bedingungen gemcs^n. Die Ergcbnissc sind in Tabclle 2 zusam- 
rnengefassL Die getiiessenen Mittelwerte sind urn den gcmiitelten Propanol blindwert reduzieru 

so 

Tabelle 2 



Vergieich der Fluoreszen rcn vor und nach Dialyse 
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Proben 


Fluoreszenz 
Analyselosung 
Mittelwert (n=96) 


VerdQnnungs- 
faktor 

Analysel6sung 


Fluoreszenz 
Gesarnt 


TX-100 (%) 




TX-100 


739,6x 11,83 


201 


148 660 


100 




vor Dialyse 










TX-100 


62,39 ± 6,24 


30 


1 872 


1,26 




nach Dialyse 











ci5 [0051] Die gemessenen Huoi eszenzen nach Di aly sc in den 96 DialysegefaBcn der ProbenplaUe 3 zeigen, daO unter den 
hcschriebcncn Bedingungen 98.7'& des Triton X-100 gleichmaBig aus alien 96 DialysegefaBcn entfernt werden kann. 



Anwcndungsbeispicl 4 



[0052] Die Probcnplaue 3 kann audi zum gleichzeitigcn Konzentricren von 96 Probcn vcrwendei wcrvlcn. Dazu wcr- 
den jc 100 ul ciner 0,3%igcn DcxtranblaulOsung rail eincr Multipipeite in die ProbengclaBe (Aussparungen 5) der lYo- 
benplatie 3 pipetrien. Die Probenplaue 3 wird anschlieBend auf den Schwiinrnrahinen 10 (vgL Irig. 2) aus Polystyrol fi- 5 
xiert. welcher auf 100 ml eincr 30%-igen wassrigen Polyethylenglykollosung (PEG 40 000) gclcgt. Nach 45 ruin wurde 
die Vblumcnrcduktion quaniilaiiv bestimmt. Dazu wurden aus 88 von 96 Position en jc 30 pi mil. eincr Multipipeite eni- 
nommen unci in cine Mikrouierplatte pipe men. die jc 120 pi 50 mM DEA -Pufferies ung enthali. In die fchlenden 8 Posi- 
Lionen der jMikroiiterpLaiie wurden stall der Probcldsung je 30 pi Referenzldsung (0.3% Dexlranblaulosung) gcgeben. 
Die Mikrotiierplatic wurde nach intensivem Mischen bei 620 nm in einem Reader gemesscn. Bin Vergleich der gemiue!- io 
ten Absorhauzcn von Probcn und Referenzldsung zeigt die unter den beschriebenen Bediugungen geiuessencn Absor- 
banzen (\ ahelle 3). 

TaheUe 3 

15 

Vergleich der Absorbanzen von Dextranblau vor und nach Konzenirierung 



Proben 


A 620 


Referenzldsung 


0,291 ± 0,012 (n=8) 


Proben nach Konzentrierung 


0,465 ± 0,020 (n-88) 



j.0053 1 Die Absorbanzen hahen um den Faktor 1 ,6 zugenornmcn. Das bedeutet, daS nach 45 niin das Volmnen der Pro- 
ben um 37,5 pi abgenommen hat, und '/war relativ gleichmaBig, wie die Strcuung zeigt. 

Aufstellung der verwendeten Bezugszeichen 



1 DialyscgcrUB 

2 DiaiyscHOssigkeit. 

3 Probenplaue 30 

4 Hallerung 

5. 5a Aussparung 

6 Probengut 

7 Dialyse mem bran 

8 Magnesruhrer 35 

9 Klebctblie 

10 Sen wi in inclement 

11 Entluftungsloch 

12 Zulauf 

13 Ablaut 40 

14 Schwimmer 

15 Scbwinuocrventil 

1 6 Schwi in nierf iihr ung 

17 Puiiipe 

1 8 Filterfcartusche 43 

19 Leitung 

20 Halienmg 

21 SchiilUerarm 

22 Schunler 

23 Auffarig plane 50 

24 Dichtung 

Patentanspruche 



1. Probcnplaue zur Vcrwcndung in Dialyscsystemen nut Probcn gefaCen. welche jeweils mi tie Is semipermcabler 55 
Mcmbran von ciner in einem Dialysegelabbetindlichen Dial y sell ussigkeii gctrcnnl sind, dadurch gekennzcichnet. 
dass die Probcnplaue (3) cine im an sich bckannten sowie zur Liquidhandlingtechnik fur die Mikropiauen technolo- 
gic passenden Raster (n x 8 x 12) angcordnete Vielzahl gleicher ProbengclaBe (5) enlhalt, dercn obere linden often 
und dcrcn untere Endcn durch in eincr Ebene licgende Dialysemeiiibranen (7) verschlossen sind T dass die Probcn- 
plaue (3) irn Rasterhereich der Prohengefafte (5) kcinc die Hbenedcr Dialyscrncmbrunen (7) uberragende und hcim ft) 
bcsrimmungsgemaBcn Einsatz in der DialyseflUssigkeit (2) Gasbameren bildendc cxicr uniersiutzende Bereiche 
odcr Elcincntc aufweisi und dass in den Randbereichcn der Probcnplaue (3) Elemcnte, beispielswcisc OfFnungen 
(1.1), zum Entwcichen von Luft nach Einiauchen in die Dialysefliissigkeit (2) vorgeschen sind. 

2. Probcnplaue geniiiti Anspruch 1 . claflurch gekennzcichnet. dass dicse aus eincr Plane (3) mil zylinrfrischen Aus- 
spamngen (5) als ProhcngcfaBe bcstchi. 65 

3. Probenplaue gcniaB Anspruch 1 . dadurch gekennzcichnet, dass die ProbengclaBe (5) im Passu ngsvcrmdgcn fiir 
Mikroliiervolumina ausgefuhrt. sind. 

4. Probcnplaue geniaC Anspruch I. dadurch gekennzcichnet. dass diese die auBeren Abnicssungcn von an sich be- 
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kanntcn iVlikrontcrplaucn hai. 

5. lYobcnplauc gcmati Anspruch 1, dadurch gekennzeichnei, dass die unicren linden der ProhengcfaBe jeweils 
durch cinzelnc Dialyscmcmbrancn (7) gcschlossen sind. 

6. Probenplauc gcniaB Anspruch I. dadurch gekennzeichnei. dass die unicren Endcn der IVobengciciBe durch erne 
5 oder mehrere gemcinsame Dialysemeriibraoen (7) gcschlossen sind. 

7. Probenplauc gcniaB Anspruch I. dadurch gekennzeichnei, dass die Dtalysemembrancn (7) aus niehrercn Mem- 
bra rise hich ten besi chert. 

8. Probenplauc gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnei. dass die Probenplauc (3) auf die Dialyseinembranen 
(7) aul'gespriizi. isi. 

to 9. Probenplauc gemaB Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnei, dass die Dialysemembran (7) auf die Umersctte der 

Probenplauc (3) gcklehl isi. 

10. Probenplauc gematt Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, dass die Dialysemembran (7) auf die Unteiseite der 
Probenplauc (3) gehondeL geschwciBi. oder gespriizi isi. 

1 1 . Probenplauc gemaB Anspnich 1. dadurch gekennzeichnei, dass einc Klebefolte (9) als losbarer Verschluss der 
15 oberen Endcn der ProbengeraBe (5) vorgesehen isL. 

12. Probenplaue gcniaB Anspruch 1. dadurch gekennzeichnei, dass cin Deckel als Idsbarer Verschluss der oberen 
Endcn der Probcngefatfc (5) vorgesehen isi. 

13. Probenplauc gema'ti Anspruch 1. dadurch gekennzeichnei, dass sich diese zur Dialyse in einctn Dialysegef&B 
01) befindei. welches mindestens eincn Zufluss (12) sowic mindeslens eincn vorzugsweise mil einem Schwimmer- 

20 veniil (15) in Verbindung slehenden Abfluss (13) fiir die Dialysefliissigkeii (2) aufweisL 

14. Probenplauc gcniaB Anspruch 13. dadurch gekennzeichnei, dass zwischen dein mindeslens einen Abfluss (13) 
und deni mindestens einem Zufluss (12) Mine! (18) zur Bnifemung von zu dialysierendcn Suhsianzen aus <lcr .Dia- 
lysefliissigkeii (2) vorgesehen sind. 

15. Probenplauc gemaB Anspruch 14. dadurch gekennzeichnei. dass diese Mine I aus wenigstens cineni Ioncnaus- 
25 Lauscher bestehen. 

16. Prubenplaiie gema'B Anspruch 14. dadurch gekennzeichnei. dass diese MiUcl als Delergenzien bindende Adsor- 
ber ausgebildei sind. 

17. Probenplauc gemaB Anspruch 14, dadurch gekcnnzeichneL dass diese Miuel chelaibildendc Subsianzen em- 
h alien. 

30 18. Probenplaue gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnei. dass die Durch t\ uBmcnge der Dialyseflussigkcii (2) 

durch den mindeslens eincn Zufluss (12) und durch den mindestens einen Abfluss (13). beispielsweise durch Venule 
oder Sielleleiitcnic, jeweils einstcllbar isi. 

19. Probenplaue gemaB Anspruch 13. dadurch gekennzeichnei, dass das DialysegcfaB (!) mil seinem mindeslens 
emeu Zufluss (12) und mil sciuem miiidcstciis einen Abfluss (13) B est andieilei lies durch eiue Umvvalzpumpe (17) 

35 bcwcglen Krcislau ("systems fur die Dialyse flussigkeii (2) isL 

20. Probenplaue gemaB Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnei, dass diese imBialyseg efliB (I), beispielsweise durch 
auf dem GefaBboden auflicgcride fuB- bzw. sLajiderariige Hemenie (4). gehaJlen wird. 

21. Probenplaue gemaB Anspruch 1. dadurch gekemizeichnei, dass diese miiiels eines oder mehreren Schwimm- 
elementen (10) in der Dialyseflussigkcii (2) des DiaiyscgefaBes (J) gehaltert. wird. 

40 22. Probenplaue gemaB Anspruch I, dadurch gekennzeichnei, dass diese mil Miucln (22. 21) zur Bewegung und 

Durchmischung zumindcsr der in den ProbengeraBen (5) enthahenen Hussigkeii (6) in Verbindung steht. " 

23. Probenplauc gemaB Anspruch 22. dadurch gekennzeichnei, dass diese Miuel aus citiem an sich bekaimien 
SchOttler (22) bcsiehen. 

24. Probenplaue gcmSft Anspnich 22. dadurch gekennzeichnei, dass diese Miuel aus einer Ultraschallquelle besie- 
•45 hen. 

25- Probenplauc nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnei, dass sich diese in einem Dialysesysiem befindei, wel- 
ches Kontrollclememe in der Dialysefliissigkeii (2) besiizi. 

26. Probenplaue nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnei, dass diese Konirolleiemenie Minel zur simultanen 
Leiifahigkciismessung sind. 

5D 27. Probenplauc nach Anspruch 25. dadurch gekennzeichnei. dass diese Konirolletemeoie Mittel zur simultanen 

iVJessung der oplischen Dichle sind. 

25. Probenplaue nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnei. dass diese KoniroUelemenle Fluoresce nsdelckl ore n 
sind. 

29. Probenplaue nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnei, dass diese Konirolleiemenie Thermometer sind. 
xs 30. Probenplaue nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnei, dass die Konirolleiemenie zur Sieuening des Dialy- 

scprozesses cingescrzi werden. 

31. Probenplaue nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnei, dass zuin Zwcck einer Probenu infill lung, bcispiels- 
wcise durch Zcnrrifugaiion, cine umgckchrt auf die Probenplauc (3) aufserzbarc AutTangplailc (23) mit einer Plu- 
raliiiii von ProbengefaBcn vorgesehen isu deren Rasteranordnung (n x 8 x 12) deckungsgleich aim Raster der Pro- 
fill hengefafic (5) der Probenplaue (3) isi. 

32. Probenplaue nach Anspruch 31 dadurch gekennzeichnei, dass die ProbengetaBftrThungen der beim Aufseizcn 
der Auflangplalie (23) korrcspondierenden ProhengcfaBe der AutVangplatte (23) und der Probenplaue (3) jeweils 
unicrschiedlich sind und fur einen Pbrmschluss vorzugsweise jeweils ineinander grcifen. 

33. Probenplauc nach Anspnich 32 dadurch gekennzeichnei, dass die ProbengefaBe (5) der Probenplaue (3) ko- 
65 niscli ausgcfUhrt sind. wobei die unicren grOBeren Olfnungcn durch die Dialyscmcmbranen (7) verschlossen sind 

und die oberen Offnungcn der ProbcngefaBc (5) jeweils kleiner als die beim Aufseizcn der AufYangplatte (23) kor- 
respondierenden J^robengeraBofTnungcn der Auftangptalte (23) sind. 

34. Prohenplauc nach Anspruch 31 dadurch gekennzeichnei. dass die Ofl'nungen der beim Aufsetzen der Auffang- 



plane (23) karrcspondierendcn ProbcngcfaBe der Auffangplattc (23) und dcr Probenplaue (3) jcweils gleicheroB 
sind. 

35. Probcnplane nach Anspruch 31 dadurch gekcnnzeichnei. dass Mind '/x»n besseien Formschluss sowic y,ur Ab- 
dicluung /.wise hen der Probcnplailc (3) und der AuffangplaUc (23). beispielsweise cine Dichlung uder Paste, vor- 
eesehen sind. 
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VI.) Abnahme der Dialyseplatte: 
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